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Estudos anteriores mostraram que a [naltrexona] (NTX), um antagonista opióide não-
seletivo, reduz o consumo de [etanol] (ET) e impede o desenvolvimento de tolerância 
aguda ao ET em ratos. Outros estudos mostraram que as porções core e shell do [núcleo 
accumbens] (NAcc) são importantes na iniciação,  manutenção do consumo e 
dependência ao ET. Neste trabalho verificou-se que injeção sistêmica de NTX impede o 
desenvolvimento de [tolerância rápida] (TR) a incoordenação motora provocada por ET 
em ratos, efeito que foi revertido com doses equivalentes de morfina. O bloqueio da TR 
ao ET também foi verificado com a injeção local de NTX nas porções core ou shell do 
NAcc, sugerindo a participação de receptores desta estrutura na modulação da TR ao ET. 
Para esclarecer qual o subtipo de receptor opióide envolvido no bloqueio da TR pela 
NTX verificou-se o efeito da administração intra-NAcc de antagonistas seletivos para os 
receptores µ-, δ- e κ-opióides, respectivamente [naloxonazina] (NLZ), [naltrindol] (NTD) 
e [nor-binaltorfimina] (BNI). A injeção de NLZ nas porções core e shell impediu a TR ao 
ET, enquanto que a injeção de BNI na porção core promoveu efeitos diferenciados. A 
injeção de BNI na porção shel, e de NTD nas porções core e shell não afetou a TR ao ET 
neste modelo. Os resultados sugerem uma modulação positiva do NAcc, em particular 
através do receptor µ-opióide, no desenvolvimento de TR ao ET em ratos. 
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RESUMO 
 
 Estudos anteriores demonstraram que a naltrexona (NTX), um antagonista opióide 
não-seletivo, reduz o consumo de etanol e o número de recaídas através do bloqueio da 
liberação de dopamina no núcleo accumbens. Além disso, foi demonstrado que a NTX 
impede o desenvolvimento de tolerância aguda em ratos. O objetivo deste trabalho foi 
verificar se a injeção sistêmica ou intra-accumbens de NTX ou de antagonistas seletivos 
para os receptores µ-, δ- e κ-opióides, respectivamente naloxonazina (NLZ), naltrindol 
(NTD) e nor-binaltorfimina (BNI), bloqueiam a tolerância rápida ao etanol em ratos. 
 Grupos de Ratos Wistar receberam injeção sistêmica de NTX (0,1; 0,3; 0,6; 1 e 3 
mg/kg i.p.) ou veículo. Em seguida cada grupo foi dividido em dois grupos tratados com 
etanol (2,7 g/kg, 20% p/v, i.p.) ou salina respectivamente. O prejuízo motor (ângulo de 
queda) foi avaliado no plano inclinado aos 30, 45, 60 e 75 min após o tratamento. Depois 
de 24 h (Dia 2) todos os animais receberam etanol (2,7 g/kg i.p.) e foram novamente 
avaliados no plano inclinado. Para verificar a participação dos receptores opióides do 
núcleo accumbens ratos Wistar foram implantados com cânulas direcionadas às porções 
core ou shell do núcleo accumbens. Sete dias após a cirurgia diferentes grupos receberam 
injeção intra-accumbens de NTX (5-20  µg/0,3 µl), NLZ (2-4 µg/0,3 µl), NTD (2-4 µg/0,5 
µl), BNI (2,5-5 µg/0,3 µl) ou veículo (0,3 µl). Em seguida cada grupo foi dividido em dois 
grupos tratados com etanol (2,7 g/kg i.p.) ou salina respectivamente. O prejuízo motor foi 
avaliado como descrito anteriormente. No dia 2 todos receberam apenas etanol e foram 
novamente testados. 
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 No Dia 1 apenas o etanol provocou prejuízo motor significativo (ANOVA de duas 
vias, p < 0,05). No Dia 2 a injeção repetida de etanol provocou reduzido prejuízo motor nos 
grupos tratados com etanol+veículo, sugerindo tolerância. A injeção sistêmica de 0,3 e 0,6 
mg/kg de NTX impediu o desenvolvimento de tolerância, efeito que foi revertido pela co-
administração de morfina. A injeção intra-accumbens de NTX na porção core (dose de 20 
µg) e na porção shell (doses de 10 e 20 µg) bloqueou a tolerância ao etanol. A injeção de 4 
µg de NLZ nas porções core ou shell bloqueou a tolerância ao etanol. A injeção de 5 µg de 
BNI na porção core provocou redução do prejuízo motor nos animais tratados com 
BNI+salina. As injeções de BNI na porção shell e de NTD nas porções core e shell não 
afetaram a tolerância ao álcool. 
 Os resultados sugerem que o sistema opióide presente no núcleo accumbens 
influencia positivamente o desenvolvimento de tolerância rápida à incoordenação motora 
provocada por etanol. Além disso, sugerem que o receptor µ- esteja principalmente 
envolvido no bloqueio da tolerância pela naltrexona. O efeito diferenciado observado pela 
injeção da BNI pode dever-se à localização pré-sináptica do receptor κ-opióide no núcleo 
accumbens. 
  
Participação dos receptores opióides do núcleo accumbens na tolerância rápida ao etanol em ratos 
Abstract 
 
ABSTRACT 
 
 Evidence suggests a participation of the opioid system in the control of ethanol 
reinforcement and drinking. Previous findings have shown that naltrexone, an opioid 
antagonist that decreases ethanol consumption in man and experimental animals, reduces 
the acquisition of acute tolerance to ethanol in rats. Nevertheless, there are few data 
regarding the role of opioid system in the acquisition of ethanol tolerance in brain areas 
involved in the rewarding actions of ethanol. This study investigates the effects of systemic 
and intra-accumbens injection of the non-selective opioid antagonist naltrexone (NTX), and 
the µ-, δ-and κ-opioid antagonists respectively naloxonazine (NLZ), naltrindole (NTD) and 
nor-binaltorphimine (BNI), on rapid tolerance to motor impairment caused by ethanol.  
 Male Wistar rats received intraperitoneal injections of naltrexone (0.1 - 3.0 mg/kg) 
or microinjections into the core or shell portions of the nucleus accumbens  of NTX (5 - 20 
µg/0.3 µl), NLZ (2  4 µg/0.3 µl), NTD (2 - 4 µg/0.5 µl), BNI (2.5  5 µg/0.3 µl) or vehicle 
before ethanol (2.7 g/kg, i.p.) or saline. The animals were tested for motor coordination on 
the tilting plane apparatus at 30, 45, 60 and 75 min after ethanol or saline injections. 
Tolerance was assessed 24 h later by administering the same dose of ethanol to all animals 
and re-testing them on the tilting plane.  
 On Day 1 only rats that received ET showed motor impairment. On Day 2 control 
groups that received vehicle + ethanol on Day 1 showed reduced motor impairment, 
suggesting tolerance. Systemic injection of NTX (0.3 and 0.6 mg/kg) blocked rapid 
tolerance to ethanol, an effect prevented by co-administration of morphine. Injection of 
NTX into the core (20 µg) or shell (10 and 20 µg) blocked rapid tolerance to ethanol, as 
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well as injection of NLZ (4 µg) either into the core or shell portions. Injection of BNI into 
the core (5 µg) resulted in reduction of motor impairment on Day 2 in rats that not received 
ethanol on Day 1. Pretreatment with BNI into the shell or NTD into either core or shell 
portions did not affect tolerance to ET. 
 The results strength the notion that the opioid system in the nucleus accumbens may 
be involved in the development of ethanol tolerance. This study also suggests that µ-opioid 
receptors in both core and shell, and κ-opioid receptors in the core portion may play a role 
in this phenomenon. 
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1. INTRODUÇÃO 
O álcool etílico ou etanol é uma molécula orgânica derivada da fermentação de 
açúcares, composta por dois átomos de carbono ligados a um radical hidroxila e cinco 
átomos de hidrogênio. Talvez por suas propriedades farmacológicas e facilidade de 
obtenção, esta seja uma das drogas mais consumidas atualmente. O uso do álcool etílico, no 
entanto, remonta a tempos pré-históricos, quando as primeiras sociedades agricultoras 
descobriram, provavelmente por acidente, o processo de fermentação e produção de 
bebidas alcoólicas (Sullivan e Hagen, 2002). Apesar da origem do consumo de álcool ter-se 
perdido no tempo, muitos relatos podem ser encontrados na Bíblia, na filosofia greco-
romana, em tumbas egípcias bem como em diversas outras sociedades tecnologicamente 
avançadas como na China e América pré-colombiana. Tais relatos estão freqüentemente 
associados ao espiritual e religioso, e em certas sociedades (por exemplo, os Astecas) o seu 
uso era restrito aos sacerdotes (Paredes, 1975). 
O uso abusivo do álcool, ou seja, o consumo excessivo e prejudicial ao indivíduo 
também é conhecido há bastante tempo, sendo inclusive citado no poema épico de Homero 
A Odisséia, escrito por volta de 680 a.C. Apesar de fazer parte do cotidiano ocidental, o 
uso exagerado do álcool é desaprovado pela sociedade e um forte estigma moral é 
freqüentemente atribuído a este comportamento. Foi apenas em meados do século XIX, no 
entanto, que a dependência do álcool passou a ser encarada mais como problema médico do 
que uma falha de caráter. Magnus Huss (1848) propôs a dependência ao álcool como uma 
intoxicação crônica caracterizada pelo uso contínuo de bebidas alcoólicas apesar do usuário 
(dependente) ter consciência dos malefícios causados por estas. A primeira Classificação 
Internacional de Doenças (CID), elaborada em 1893, enquadrava o uso abusivo de drogas 
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na seção de doenças gerais; aquelas que afetam o organismo como um todo. Entretanto, foi 
apenas em 1950, na 6a. revisão da CID, que o uso abusivo de substâncias psicoativas passou 
a ser encarado como um problema mental (Kalant, 1998).  
Durante a segunda metade do séc XX diversas sociedades de psiquiatria procuraram 
uma melhor forma de definir o alcoolismo e suas características, e uma nova classificação 
foi lançada mais ou menos a cada dez anos. As diversas revisões e a falta de consenso entre 
estas entidades pode ser atribuída ao padrão progressivo de alterações comportamentais 
existentes entre o consumo não-prejudicial e a dependência do álcool (National Institute on 
Alcohol Abuse and Alcoholism, 1995; O´Brien, 2000;). Em 1994, a Associação Americana 
de Psiquiatria cunhou o termo síndrome de dependência de substância, englobando as 
alterações comportamentais, entre elas o desenvolvimento de tolerância, em decorrência da 
falta de controle no consumo de diversas drogas, inclusive o álcool (American Psychiatric 
Association - APA, DSM-IV RT, 2000). De acordo com Manual Diagnóstico Estatístico 
(DSM-IV) o diagnóstico de síndrome de dependência de substância é determinado pela 
presença de três ou mais sintomas decorrentes do uso continuado de uma substância 
psicoativa durante o período de um ano ou mais (para uma visão abrangente do quadro de 
sintomas definido pela APA, ver tabela 4 em anexo). 
A Organização Mundial da Saúde estima que cerca de 2 bilhões de pessoas 
consumam álcool em todo o mundo e, aproximadamente, 76,3 milhões de pessoas sofram 
de doenças diretamente relacionadas ao uso de álcool (por exemplo: cirrose hepática, 
câncer da orofaringe, psicose alcoólica).  Anualmente 1,8 milhões de mortes são 
provocadas pelo uso de bebidas alcoólicas (3,2 % do total), sendo que os acidentes não-
intencionais correspondem a aproximadamente um terço destas mortes. A distribuição do 
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ônus social provocado pelo álcool não é igual entre os países; o consumo de álcool é o 
principal risco à saúde em países em desenvolvimento com baixo crescimento populacional 
(como o Brasil, México e Argentina) e o terceiro da lista em países desenvolvidos (WHO, 
2004). 
No Brasil, o I Levantamento Domiciliar Nacional sobre Uso de Drogas 
Psicotrópicas, realizado pelo Centro Brasileiro de Informações sobre Drogas Psicotrópicas 
(CEBRID, 2002), constatou uma prevalência de alcoolismo em 11,2 % da população. O 
consumo de álcool no Brasil, apesar de elevado (5,32 L per capita por ano), é inferior ao de 
países desenvolvidos como os EUA (8,51 L), Reino Unido (10,39 L), Alemanha (12,89 L) 
ou França (13,54 L de álcool per capita por ano) (WHO, 2004).  
Com relação à síndrome de dependência do álcool, um dos maiores 
questionamentos refere-se aos mecanismos que fazem algumas pessoas tornarem-se 
dependentes e outras não. Atualmente, a ciência vem empreendendo um imenso esforço 
visando elucidar estes mecanismos e as vulnerabilidades individuais que irão resultar na 
perda do controle da ingestão de álcool. Algumas particularidades do alcoolismo, sob o 
ponto de vista da psicofarmacologia, serão discutidas no decorrer deste trabalho. 
 
1.1 Farmacocinética e farmacodinâmica do etanol. 
 Após a ingestão, o álcool é rapidamente absorvido em grande parte no estômago e 
duodeno, sendo a maior parte (90 - 98%) metabolizada e o restante excretado na urina e 
respiração sem sofrer modificações. A enzima álcool-desidrogenase (ADH), presente no 
citossol, é responsável por cerca de 75% da biotransformação do álcool. Esta enzima atua 
oxidando o etanol a acetaldeído, utilizando NAD+ como cofator. O acetaldeído, por sua vez, 
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é oxidado a ácido acético pela ação da aldeído-desidrogenase (ALDH), utilizando NAD+ 
como cofator. O ácido acético, por sua vez, pode ser metabolizado a dióxido de carbono e 
água, ou utilizado na síntese de outras moléculas (Matsumoto e Fukui, 2002).  
O ser humano possui até 17 isoenzimas distintas de álcool-desidrogenases, 
distribuídas essencialmente no fígado e no estômago (Ehrig et al., 1990). Estas enzimas 
variam por sua especificidade de substrato, Km e Vmax. Embora o etanol seja metabolizado 
principalmente pelas álcool-desidrogenases, cerca de 25% do metabolismo ocorre por ação 
do citocromo P-450 IIE1 no retículo endoplasmático. Esta via metabólica tende a estar 
aumentada no consumo crônico do álcool, e pode gerar um número elevado de radicais 
livres, moléculas altamente reativas por possuírem um par de elétrons livres (para uma 
revisão ver Lands, 1997; Lieber, 2004). Outra enzima capaz de degradar o etanol é a 
catalase. Embora sua função ainda não seja bem compreendida, é possível que desempenhe 
um papel importante no cérebro, onde as demais enzimas da via de degradação do álcool 
não são encontradas em quantidades expressivas (Correa et al., 2004; Pastor et al., 2004). 
O produto imediato do álcool etílico, o acetaldeído, é oxidado a ácido acético por 
uma classe de enzimas conhecidas como aldeído-desidrogenases. Embora estas enzimas 
ocorram em muitos tecidos, o fígado é o principal sítio de metabolismo do acetaldeído 
(Lieber, 1991; Lands, 1997). Quatro isoenzimas distintas de ALDH foram purificadas do 
fígado humano. A isoenzima presente na mitocôndria pode atuar mesmo em pequenas 
quantias de acetaldeído, e é a principal responsável pela oxidação desta substância (Tipton 
et al., 1993). A isoforma de ALDH predominante em cada indivíduo pode determinar a 
velocidade de metabolização do acetaldeído. Uma variante da ALDH mitocondrial, 
presente em cerca de 50% da população asiática, deriva de uma mutação de um único 
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aminoácido que reduz drasticamente a atividade enzimática, provocando acúmulo de 
acetaldeído (Impraim et al., 1982; Goedde et al., 1985). Indivíduos portadores desta 
isoenzima sofrem de efeitos desagradáveis decorrentes do acúmulo de acetaldeído após a 
ingestão de bebidas alcoólicas (Goedde et al., 1983; Inoue et al., 1984). 
O etanol possui um efeito depressor bem conhecido sobre o sistema nervoso central. 
Em seres humanos, a sociabilidade e euforia aumentam em concentrações sangüíneas 
próximas de 50 mg/dl, em decorrência da redução de um estado fisiológico de ansiedade. 
(Gallate et al., 2003; Breese et al., 2005) Nesta concentração os indivíduos freqüentemente 
ficam mais falantes e, em alguns casos, violentos e agressivos. Em concentrações 
sangüíneas de 50  100 mg/dl o efeito depressor passa a predominar, refletindo-se em 
distúrbios no equilíbrio, concentração e tempo de resposta aumentado. Ataxia, fala 
arrastada e prejuízo na função motora e mental, incluindo distúrbios na memória de curta 
duração, estão presentes em concentrações de 100  150 mg/dl. Concentrações mais altas 
levam progressivamente à perda dos sentidos, coma e morte por parada respiratória (Hunt, 
1998). É importante salientar que estes efeitos não são linearmente progressivos e a 
sensibilidade ao etanol pode variar muito de indivíduo para indivíduo, inclusive para efeitos 
diferentes em um mesmo indivíduo. Em linhagens de camundongos selecionadas pelo 
efeito sedativo de uma dose alta de etanol, por exemplo, é possível verificar diferenças em 
outros comportamentos quando injetadas doses menores, que não necessariamente 
correspondem à diferença observada no efeito sedativo (Dudek e Phillips, 1990). 
O etanol é capaz de afetar todas as células do organismo, mas seus efeitos 
comportamentais devem-se majoritariamente à ação sobre neurônios. A atividade neuronal 
pode ser afetada basicamente de três formas: (1) perturbação de lipídeos da membrana 
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plasmática, (2) alteração da função de receptores de membranas e (3) alteração dos 
mecanismos intracelulares de transdução do sinal e metabolismo celular.  
A capacidade de várias moléculas não estruturalmente relacionadas atuarem como 
anestésicos gerais levou à sugestão de que um mecanismo comum, possivelmente ao nível 
de lipídeos da membrana plasmática, pudesse estar envolvido nesse efeito. O etanol é capaz 
de incorporar-se a domínios hidrofóbicos da membrana, alterando sua conformação e, 
conseqüentemente, sua funcionalidade (Seemam, 1972; Tabakoff e Hoffman, 1983; Hunt e 
Majchrowicz, 1983). Embora a influência do etanol sobre as membranas celulares seja 
comprovada em concentrações altas, muitos dos estudos realizados nos anos 80 falharam 
em detectar qualquer alteração nas concentrações mais baixas, ou seja, aquelas que 
promoviam alterações comportamentais in vivo (Wing et al., 1982; Fleuret-Balter et al., 
1983; Hunt e Mullin, 1985; Nie et al., 1989). Conseqüentemente a teoria da ação do etanol 
sobre membranas lipídicas foi deixada de lado em favor da teoria da ação sobre proteínas 
de membrana (Tas et al., 1987; Franks e Lieb, 2004). Portanto, nos últimos vinte anos a 
pesquisa tem se voltado ao estudo dos efeitos álcool sobre neurotransmissores específicos, 
receptores que interagem com estes, canais iônicos e mensageiros intracelulares. 
 Vários neurotransmissores estão envolvidos nos efeitos do etanol. Entretanto, talvez 
por sua abundância no sistema nervoso central, os sistemas gabaérgico e glutamatérgico 
sejam responsáveis por grande parte das alterações provocadas pela exposição de curta ou 
longa duração ao álcool. Um grande volume de evidências sugere que os receptores 
GABAA desempenhem um papel fundamental nos efeitos do etanol. Estes receptores 
localizam-se primariamente em membranas pós-sinápticas, embora também possam ocorrer 
fora da sinapse, e são formados por cinco subunidades entre diferentes tipos (α1-6, β1-4, γ1-3, 
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ρ1-2, δ, ε, θ, e π) que circundam um poro central (Vicini e Ortinski, 2004). Quando os 
receptores GABAA são expostos a concentrações farmacologicamente relevantes de etanol 
ocorre a potencialização das correntes de Cl- desencadeadas pelo neurotransmissor GABA 
(para uma revisão ver Davies, 2003; Hanchar et al., 2004) resultando em sedação, redução 
da ansiedade e amnésia  (Ryabinin, 1998).  
 O sistema glutamatérgico, que desempenha função excitatória em mais da metade 
de todas as sinapses do sistema nervoso central, pode ser bloqueado pelo etanol (Dildy-
Mayfield e Leslie, 1989).  O glutamato liberado pelo neurônio pré-sináptico pode ligar-se a 
dois grupos de receptores: metabotrópicos (mGluRs) e ionotrópicos (iGluRs). Enquanto os 
mGluRs atuam através de segundos mensageiros, os iGluRs do tipo AMPA, kainato e 
NMDA permitem o fluxo de íons (principalmente Na+) através da membrana celular. 
Agudamente, o etanol inibe a atividade do receptor NMDA in vitro (Lovinger et al., 1989) 
e in vivo (Simson et al., 1991). Além disso, os receptores NMDA e AMPA estão 
envolvidos em certos aspectos do alcoolismo, como a síndrome de abstinência, 
sensibilização, compulsão, recaídas e tolerância (Khanna et al., 1991, 1992; Carlezon e 
Nestler, 2002; Ron, 2004).  
 Além da ação sobre canais iônicos, o etanol afeta grande parte dos demais sistemas 
de neurotransmissão e segundos-mensageiros. Evidências da ação do álcool nestes sistemas 
tem sido extensivamente revistas na literatura. Alguns exemplos incluem o prejuízo 
cognitivo e de memória por interferência no sistema colinérgico (Hodges et al., 1991), a 
liberação de anandamida seguida da redução no número e na atividade dos receptores CB1 
(Hungund e Basavarajappa, 2000), e a modulação do consumo de etanol pelo 
neuropeptídeo Y (Ehlers et al., 1998; Hwang et al., 1999; Gilpin et al., 2004). Além disso, 
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os transportadores de membrana para a adenosina (Mailliard e Diamond, 2004) e serotonina 
(Heinz et al., 1998; Kelai et al., 2003) parecem influenciar a preferência e tolerância ao 
etanol. No interior da célula demonstrou-se aumento dos níveis de AMPc após exposição 
aguda ao etanol (Gordon et al., 1986), seguida de redução do AMPc intracelular 
provavelmente devido à dessensibilização de receptores acoplados à proteína GS (Charness 
et al., 1988; Mochly-Rosen et al., 1988). Foi verificado que a Fyn quinase modula a 
tolerância aguda ao álcool e suas propriedades ansiolíticas e hedônicas (Boehm II et al., 
2003), e as PKCγ e PKCε modulam a sensibilidade do receptor GABAA ao etanol (Song e 
Messing, 2005).  
 Nos últimos anos um grande destaque tem sido dado ao sistema dopaminérgico na 
modulação dos mecanismos ligados a dependência do álcool. Estudos sugerem uma relação 
entre a liberação de dopamina em determinadas áreas do cérebro (núcleo accumbens, área 
tegmentar ventral entre outras) com a sensação de recompensa e satisfação gerada pelo 
consumo de álcool (Nestler e Aghajanian, 1997; Koob e LeMoal, 1997). Além disso, o 
sistema opióide, por mediar ações do etanol no sistema dopaminérgico, pode interferir na 
resposta de recompensa possivelmente através da liberação de β-endorfinas e encefalinas 
(Gianoulakis, 1993; Herz, 1997; Oswald e Wand, 2004).  
  
1.2 Efeitos reforçadores do etanol na via mesolímbica. 
Uma das grandes questões envolvendo a síndrome de dependência de substância 
concerne à mudança do consumo ocasional e controlado para a perda do controle 
comportamental sobre o uso da substância. Variáveis farmacológicas, genéticas e 
ambientais conferem diversidade aos mecanismos e ao curso temporal do desenvolvimento 
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de dependência a cada droga de abuso, porém, uma característica comum diz respeito ao 
substrato neural onde estas substâncias agem: com a notável exceção dos agentes 
psicodélicos, todas são capazes de modular, direta ou indiretamente, a liberação de 
dopamina em regiões mesolímbicas do cérebro (Di Chiara, 2002; Koob et al., 2004).  
O sistema dopaminérgico mesolímbico é composto por corpos neuronais que se 
originam na área tegmentar ventral (VTA) e projetam seus axônios para áreas do 
prosencéfalo como o núcleo accumbens, córtex pré-frontal, amígdala, tubérculo olfativo.  O 
núcleo accumbens do rato, que compõe a base do estriado, pode ser anatomicamente sub-
dividido em duas regiões. A porção shell localiza-se mais ventralmente, e está intimamente 
conectada com a amígdala estendida, uma estrutura composta por um conjunto de regiões 
límbicas situadas próximas à linha medial, responsável por respostas emocionais. A porção 
core, por sua vez, localiza-se mais dorsalmente e relaciona-se com áreas que controlam a 
função motora, como o estriado dorsal (Usuda et al., 1998; Zahm 2000). 
Além de axônios dopaminérgicos, o núcleo accumbens é fortemente inervado por 
neurônios glutamatérgicos provenientes do córtex pré-frontal, amígdala basolateral, 
subículo inferior do hipocampo e núcleos hipotalâmicos intralaminares (Kelley e 
Domesick, 1982; Berendse et al., 1992; Shinonaga et al., 1994). Cerca de 90 % do núcleo 
accumbens compõem-se de neurônios médios espinhosos, essencialmente gabaérgicos 
(Meredith, 1999).  French e Totterdell (2003) demonstraram que neurônios aferentes 
glutamatérgicos provenientes do córtex pré-frontal, hipocampo e amígdala basolateral 
podem se sobrepor na modulação destes neurônios gabaérgicos, salientando a função 
integradora do núcleo accumbens. As porções core e shell, por sua vez, projetam axônios 
de modo diferenciado: a shell faz conexões com o pálido ventral, hipotálamo lateral, 
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substância negra (parte compacta), área tegmental ventral, substância inominada, área 
retrorubral e núcleo parabraquial; e a core inerva o caudado putamen, substância negra 
(parte reticulada e compacta), pálido ventral dorsolateral e globo pálido (Usuda et al., 
1998).  
 
Figura 1: Representação da via dopaminérgica mesolímbica (em vermelho) no cérebro do rato: Corpos 
neuronais localizados na área tegmental ventral (VTA) projetam axônios para o núcleo accumbens (NAc), 
caudado putamem (C-P) e córtex pré-frontal (PFC). O núcleo accumbens, por sua vez, lança projeções (em 
azul) ao pálido ventral (VP) e VTA, e recebe aferentes (linhas pontilhadas) da amígdala (AMG), tálamo 
dorsomedial (DMT), hipocampo e córtex pré-frontal. Estruturas representadas: (ARC) núcleo arqueado; (Cer) 
cerebelo; (IC) colículo inferior; (LC) locus coeruleus; (SC) colículo superior; (PAG) substância cinzenta 
periaquedutal; (SNr) substância negra reticulada. Adaptado de Nestler (2001). 
 
O mecanismo pelo qual as drogas de abuso afetam a liberação de dopamina na via 
mesolímbica varia de acordo com a droga, porém, está intimamente relacionado com a 
propriedade reforçadora da droga. O termo reforço refere-se à capacidade de uma 
determinada substância em desencadear o consumo repetido (ou autoadministração) da 
mesma. Para substâncias com propriedades reforçadoras, o comportamento de auto-
administração em experimentos onde os animais são treinados a operar um mecanismo para 
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receber uma dose da droga, desenvolve-se rapidamente, inclusive quando as drogas são 
injetadas diretamente na via mesolímbica (O´Brien, 2000). O reforço gerado por uma 
substância pode ser medido diretamente, por exemplo, através do número de pressões em 
uma barra que aciona um mecanismo permitindo acesso a uma pequena quantidade da 
droga.  O reforço pode estar associado à recompensa, que refere-se a sensação subjetiva de 
bem-estar (hedônica) em decorrência do consumo da droga. Entretanto, uma associação 
direta entre dopamina e processos hedônicos mediados pelo núcleo accumbens é 
controversa, pois foi demonstrado que a liberação de dopamina no núcleo accumbens 
ocorre apenas durante a aquisição do comportamento de auto-estimulação intracranial, não 
sendo detectadas variações significativas na manutenção deste comportamento (Garris et 
al., 1999; revisto por Gonzales et al., 2004).  
Assim como ocorre com outras drogas, diversos estudos relatam que a 
administração de etanol eleva os níveis de dopamina e serotonina no núcleo accumbens, 
estriado e córtex frontal (Di Chiara e Imperato, 1988; Acquas et al., 1993; Di Chiara, 1995; 
Gonzales e Weiss, 1998). O mecanismo pelo qual o etanol promove este aumento ainda não 
é bem compreendido, mas existem fortes indícios da interação do álcool com o sistema de 
peptídeos opióides endógenos, sendo destacada a sua interferência nos processos de 
recompensa do etanol (Froehlich e Li, 1994; Froehlich e Wand, 1996). Foi demonstrado 
que antagonistas opióides não seletivos, como a naloxona, naltrexona e nalmefeno, 
reduzem a auto-administração de etanol sem alterar a atividade locomotora ou a sua 
farmacocinética (Morgan et al., 1989; Linseman e Le, 1997; Sharpe e Samson, 2001). A 
capacidade da naltrexona em reduzir o consumo de etanol e o número de recaídas, além de 
aumentar o tempo de abstinência observada em humanos, primatas e roedores, serviu de 
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fundamento para seu uso no tratamento do alcoolismo (OMalley et al., 1992; Volpicelli et 
al., 1992, 1997; Stromberg et al., 2001). 
Um possível mecanismo de ação para a naltrexona é o antagonismo de opióides 
endógenos que são liberados na via mesolímbica após o consumo de etanol (Gonzales e 
Weiss, 1998). Esta via, particularmente o núcleo accumbens, é rica em receptores opióides 
acoplados à proteína Gi (figura 2), localizados em neurônios gabaérgicos (subtipos µ- e δ- 
opióides) e em terminais axônicos dopaminérgicos (κ-opióides) (Mansour et al., 1995). Em 
condições normais, os opióides endógenos (β-endorfina e encefalinas) liberados após o 
consumo de álcool atuam em receptores µ- e δ-opióides modulando a liberação de 
dopamina no núcleo accumbens (Olive et al., 2001).  A administração sistêmica ou 
intracerebral de antagonistas seletivos para o receptor µ-opióide reduziu o consumo e a 
preferência por etanol em ratos ou camundongos geneticamente selecionados pelo alto 
consumo de etanol (Honkanen et al., 1996; Hyytia e Kiianmaa, 2001; Mhatre e Holloway, 
2003), enquanto a administração de antagonistas δ-opióides produziu resultados 
controversos, reduzindo o consumo ou a preferência em alguns estudos (June et al., 1999; 
Kim et al., 2000; Hyytia e Kiianmaa, 2001; Ciccocioppo et al., 2002) ou não apresentando 
diferenças significativas em outros (Honkanen et al., 1996; Stromberg et al., 1998). Além 
disso, o efeito reforçador do etanol é reduzido em camundongos nocaute para o receptor µ-
opióide (Roberts et al., 2000; Hall et al., 2001), sugerindo um papel importante deste 
receptor no consumo de etanol. 
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Figura 2: Ligação e expressão de RNAm para os receptores µ- , δ- e κ-opióides no núcleo 
accumbens e caudado putamen. Na porção shell do accumbens há uma maior intensidade de ligação aos 
receptores µ- , δ- e κ-opióides, e maior produção de RNAm para os receptores µ-  e κ-opióides. Na porção 
core há alta ligação aos receptores µ- e κ-opióides, e baixa ligação do receptor δ-opióide. A expressão de 
RNAm para este receptor é inexistente na porção core (adaptado de Mansour et al., 1995). 
 
Estudos sobre o envolvimento do receptor κ-opióide no consumo e reforço 
provocado pelo etanol tem gerado peculiaridades interessantes: enquanto que os 
antagonistas deste receptor falham em alterar o padrão de consumo de etanol (Holter et al., 
2000), agonistas seletivos ou drogas com atividade mista de antagonismo dos receptores µ- 
e δ- e agonismo do receptor κ-opióide atenuaram o consumo e a preferência por etanol 
(Nestby et al., 1999; Lindholm et al., 2001; Cosgrove e Carroll, 2002). Esta diferença com 
relação aos receptores µ- e δ-opióides pode dever-se, ao menos em parte, à localização pré-
sináptica do receptor κ-opióide (McFadzean et al., 1987; Hjelmstad e Fields, 2001). 
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Três teorias discutem o papel da via mesolímbica no reforço promovido pelo etanol 
e outras drogas de abuso: (1) aprendizado associativo; (2) proeminência do estímulo e (3) 
pressentimento da recompensa (para uma revisão ver Gonzales et al., 2004). Todas elas 
atribuem à dopamina um papel fundamental no reforço, e é importante salientar que as três 
teorias se sobrepõem em vários aspectos. Entretanto, até o momento, nenhuma provou estar 
mais correta que a outra. Além disso, a participação de outras estruturas não integrantes da 
via mesolímbica no reforço e auto-administração, como a amígdala, por exemplo, somente 
recentemente começaram a ser investigadas (para uma revisão ver Baxter e Murray, 2002) e 
seu papel no abuso de substâncias não pode ser descartado.  Existem ainda outras teorias a 
serem consideradas, como a hipótese da redução da tensão (Henniger et al., 2002; Lawyer 
et al., 2002), que não levam em conta a dopamina. O papel de estados afetivos negativos 
decorrentes da síndrome de abstinência, por exemplo, provou ser importante na 
manutenção do comportamento de auto-administração e nas recaídas (Becker e Lopez, 
2004; Knapp et al., 2005). Além disso, o desenvolvimento de tolerância, que será alvo do 
presente estudo, pode contribuir para o aumento do consumo e desenvolvimento de 
dependência.  
 
1.3 O fenômeno da tolerância. 
Em termos farmacológicos, tolerância refere-se a um desvio para a direita na curva 
dose-resposta porque doses maiores são necessárias para obter um efeito anteriormente 
obtido com doses mais baixas. Por exemplo, foi demonstrado que após o consumo repetido 
de etanol, alguns indivíduos são capazes de suportar doses que seriam incapacitantes ou 
mesmo letais para a maioria das pessoas (Jones, 1999). Considerando a multiplicidade de 
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efeitos provocados pelo álcool no cérebro e no organismo como um todo, é provável que a 
tolerância resulte de alterações das respostas em muitos sistemas biológicos e das 
interações efetuadas entre eles (Fadda e Rossetti, 1998). Deste modo, embora o 
desenvolvimento de tolerância ao álcool seja facilmente observado através de testes 
comportamentais, bioquímicos ou fisiológicos, seu mecanismo é complexo e pode envolver 
alterações metabólicas e farmacodinâmicas. 
A tolerância metabólica ocorre quando as enzimas que convertem o etanol a 
acetaldeído são induzidas, elevando assim a taxa de metabolização do etanol no organismo 
e, conseqüentemente, reduzindo sua disponibilidade no sistema nervoso central. A 
atividade do citocromo P450IIE1 aumenta em decorrência da exposição crônica ao etanol, 
o que não acontece com a álcool-desidrogenase (Lieber, 1988). A indução do citocromo 
P450IIE1 pode aumentar a taxa de eliminação de vários outros fármacos, resultando na 
perda da eficácia ou na produção de metabólitos tóxicos (Sellers e Holloway, 1978; Lieber, 
1983; Tsutsumi et al., 1990; Tanaka, 2002). 
O conceito de tolerância farmacodinâmica parte do pressuposto que, a partir do 
primeiro momento de exposição ao álcool, adaptações diversas ao nível de neurônios 
ocorrem de modo a minimizar os efeitos do etanol (Tabakoff et al, 1986). Esta adaptação 
pode envolver processos semelhantes à manutenção da homeostasia, definida por 
Himmelsbach (1941) e adaptada por Solomon e Corbit (1974) para explicar a tolerância aos 
opiáceos. De acordo com estes autores, adaptações contrárias ao efeito agudo da droga 
surgiriam de modo a restabelecer o equilíbrio e funcionamento do sistema nervoso. O 
conceito de homeostasia pode ser observado experimentalmente: após a exposição 
prolongada ao etanol, por exemplo, é possível verificar um aumento na densidade de 
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receptores NMDA, aumentando a atividade glutamatérgica no sistema nervoso e, 
conseqüentemente, reduzindo o efeito depressor do etanol (para uma revisão ver Kumari e 
Ticku, 2000). Na ausência do etanol, esta adaptação resultaria nos efeitos da síndrome de 
abstinência (Valenzuela, 1997). O processo homeostático, no entanto, não explica porque a 
tolerância ao etanol pode desenvolver-se para alguns efeitos do etanol e não para outros 
(Tabakoff e Kiianmaa, 1982). Também não explica como a tolerância pode ser 
interrompida ou revertida em certas situações, por exemplo, na presença de um estímulo 
ambiental novo (Siegel e Larson, 1996). Portanto um componente de aprendizado 
associativo (pavloviano) pode ser importante. 
Nos últimos 20 anos diversos autores têm sugerido a influência do aprendizado na 
tolerância ao álcool. Foi observado que a prática de uma tarefa durante o estado de 
intoxicação (Vogel-Sprott et al, 1984; Mayfield et al., 1992; Khanna et al., 1994) e a 
administração da droga sempre em um mesmo ambiente (Melchior e Tabakoff, 1981) 
facilitam a aquisição da tolerância. Além disso, drogas que prejudicam o aprendizado (por 
exemplo: antagonistas do receptor NMDA) também bloqueiam o desenvolvimento da 
tolerância (Khanna et al., 1991, 1994, 2002; Wu et al., 1993).  
Além da diferenciação entre o mecanismo em que ocorre, a tolerância ao álcool 
etílico pode ser classificada em aguda, rápida ou crônica, de acordo com o tempo em que se 
desenvolve. Tolerância aguda refere-se à diminuição do efeito após uma única exposição ao 
álcool (Radlow, 1994). Tolerância rápida pode ser observada em uma segunda exposição, 
normalmente de 8 a 24 h após o término dos efeitos da primeira exposição (Khanna et al., 
1992; 1996). Já a tolerância crônica pode ser observada ao longo de dias ou semanas de 
exposição (Kalant, 1996; 1998). Não há consenso em torno da questão se o processo de 
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tolerância é um contínuo, da aguda para a crônica, ou se uma pode ocorrer sem a existência 
do outra (Khanna et al., 1992; Silveri e Spear, 2004). Experimentalmente, no entanto, o 
processo de indução de tolerância crônica é trabalhoso e envolve uma carga significativa de 
estresse ao animal. Por isso, muitos pesquisadores têm utilizado o modelo de tolerância 
rápida como pré-determinante da tolerância crônica (Khanna et al., 1991).   
A multiplicidade de fatores que interagem na evolução da síndrome de dependência 
ao álcool deve ser levada em conta ao determinar-se fatores de risco para o alcoolismo. 
Schuckit (1994), ao abordar o alcoolismo como o consumo repetido e prejudicial de 
bebidas alcoólicas, pressupôs que qualquer fator capaz de contribuir para o consumo 
repetido poderia aumentar o risco de desenvolver dependência ao álcool. Desta forma, a 
partir de um estudo, demonstrou que indivíduos com baixa sensibilidade aos efeitos 
subjetivos do etanol, ou seja, que precisavam de doses maiores para obter os efeitos, 
apresentavam risco cerca de 75 % maior em tornarem-se dependentes de álcool, quando 
comparados ao grupo caracterizado pela alta sensibilidade aos efeitos do etanol. 
A aquisição da tolerância ao etanol pode permitir ao indivíduo consumir doses 
maiores e potencialmente lesivas aos tecidos que não adquiriram tolerância, além de expor 
o indivíduo a períodos maiores de intoxicação que resultarão em alterações no sistema 
nervoso, síndrome de abstinência na ausência do álcool e maior tendência ao uso repetido 
(Koob, 2003). 
Até o momento, os fármacos utilizados no tratamento do alcoolismo baseiam-se na 
redução dos efeitos reforçadores (naltrexona e acamprosato) ou na indução de efeitos 
desagradáveis (dissulfiram) resultantes do consumo de etanol (para uma revisão ver 
Kranzler, 2000). Como mencionado anteriormente, um possível mecanismo de ação da 
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naltrexona seja através do bloqueio de opióides endógenos liberados após a ingestão de 
bebidas alcoólicas. Quintanilla e Tampier (2000) observaram o bloqueio da tolerância 
aguda ao etanol após injeção de naltrexona em doses que reduzem o consumo em ratos 
UChB, que são geneticamente selecionados pelo alto consumo de etanol. Um mecanismo 
alternativo foi sugerido por estas pesquisadoras segundo o qual a naltrexona reduziria o 
consumo de etanol ao impedir o desenvolvimento da tolerância à ataxia causada pelo 
álcool. Por outro lado, até o momento não foi investigado o envolvimento das porções core 
e shell do núcleo accumbens, estruturas ricas em receptores opióides e supostamente 
envolvidas no mecanismo de supressão do consumo de etanol exercido pela naltrexona 
(Herz, 1997; Gonzales e Weiss, 1998), no desenvolvimento da tolerância ao álcool. 
Considerando estes fatos, o presente estudo procurou verificar papel do sistema opióide do 
núcleo accumbens no desenvolvimento de tolerância ao etanol em um modelo de tolerância 
rápida à incoordenação motora causada pela injeção sistêmica de etanol em ratos. 
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2.1 Objetivos gerais: 
O objetivo geral deste trabalho foi verificar a participação dos receptores opióides 
presentes no sistema nervoso central no desenvolvimento de tolerância rápida à 
incoordenação motora provocada pela injeção sistêmica de etanol, no modelo do plano 
inclinado em ratos Wistar machos.  
 
2.2 Objetivos específicos: 
Os objetivos específicos deste trabalho foram: 
a) Estudar o efeito de diferentes doses de naltrexona (antagonista opióide não-
seletivo) injetadas por via sistêmica no desenvolvimento de tolerância rápida à 
incoordenação motora provocada por etanol. 
b) Verificar o efeito da injeção local de naltrexona em diferentes doses nas porções 
core ou shell do núcleo accumbens no desenvolvimento de tolerância rápida à 
incoordenação motora provocada por etanol. 
c) Verificar o efeito da injeção local de diferentes doses de antagonistas seletivos 
para os receptores do tipo µ1-, δ- e κ-opióides nas porções core ou shell do núcleo 
accumbens no desenvolvimento de tolerância rápida à incoordenação motora provocada por 
etanol. 
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 3.1: Animais. 
Foram utilizados ratos Wistar machos provenientes do Biotério Central da 
Universidade Federal de Santa Catarina, com três meses de idade e pesando entre 270  350 
g. Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno branco (42 cm x 24 cm x 17 cm), 6 
ratos por caixa, com água e ração ad libitum, temperatura controlada entre 23±2º C e ciclo 
de luz de 12 h (luzes acesas das 7:00 às 19:00 h). A fim de minimizar as variações 
circadianas, todos os experimentos foram conduzidos sempre entre 11:00 e 17:00 h. O 
manuseio dos animais seguiu as diretrizes da Sociedade Brasileira de Neurociências e 
Comportamento, e o protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comitê de 
Ética para o Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n° 259/ 
CEUA/UFSC, Proc. 23080.001030/2001-85). 
 
 3.2: Drogas e reagentes. 
 Etanol, cloridrato de morfina e hidrato de cloral foram obtidos da Merck 
(Hawthorne, NY, EUA). Pentobarbital sódico foi fornecido pelo Laboratório Abbott do 
Brasil (São Paulo, SP). Propilenoglicol, sacarose, sulfato de magnésio heptahidratado 
(MgSO4.7H2O), hidróxido de sódio (NaOH), ácido acético glacial, formaldeído e azul de 
Evans foram obtidos da Vetec Química Fina Ltda. (Rio de Janeiro, RJ). Solução estéril de 
cloreto de sódio 0.9% foi obtida da Texon Ind. Farm. Ltda., (Viamão, RS). Cloridrato de 
naltrexona, cloridrato de naltrindol, cloridrato de naloxonazina e bicloridrato de nor-
binaltorfimina foram obtidos da Sigma Chemical Co. (Saint Louis, MO, EUA). O etanol foi 
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diluído em solução de cloreto de sódio 0,9 % estéril à concentração de 20 % m/v e 
administrado pela via intraperitoneal (i.p.) em volumes ajustados de acordo com o peso do 
animal. Naltrexona, morfina, naltrindol e nor-binaltorfimina foram dissolvidos em solução 
estéril de NaCl 0,9% nas concentrações desejadas. Naloxonazina foi dissolvida em solução 
contendo 0,9% NaCl e 1% ácido acético glacial com pH foi ajustado para 7.0 pela adição 
de NaOH 10 N. Todas soluções foram preparadas momentos antes dos experimentos. Para 
a histologia foram utilizados: bálsamo do Canadá sintético obtido da Soldan Prod. 
Citológicos Ltda. (Porto Alegre, RS), lâminas para microscopia (Normax Ltda. Portugal) e 
solução corante de Giemsa pronta para uso obtida da Laborclin Ind. Quim. Ltda. (Pinhais, 
PR). 
 
 3.3: Anestesia. 
Momentos antes da cirurgia estereotáxica os animais foram anestesiados com 
pentobarbital e hidrato de cloral (Equitesin®). Este anestésico foi preparado no laboratório 
misturando vigorosamente uma solução A, contendo hidrato de cloral (8,5 g), 
MgSO4.7H2O (4,25 g) e água destilada (91,4 ml), com uma solução B contendo 
pentobarbital sódico (1,94 g), etanol (13,0 ml) e propilenoglicol (85,6 ml). A cada animal 
foi administrado 0,3 ml/kg i.p. da mistura, sendo observada perda dos reflexos e total 
anestesia em torno de 5 min, perdurando por até 2 h.  
 
 3.4: Confecção das cânulas guia. 
Cânulas foram confeccionadas a partir de tubos de aço Inox (Acerinox Ind. e Com. 
de Aço Inox SA., São Paulo  SP) com 0,7 mm de diâmetro. Os tubos foram serrados com 
Participação dos receptores opióides do núcleo accumbens na tolerância rápida ao etanol em ratos 
3. Material e métodos 
 
auxílio de uma lixa circular odontológica em exatos 13 mm de comprimento e a medida 
confirmada com um paquímetro (Vernier Caliper). A parte inferior da cânula (que era 
introduzida no cérebro) foi suavizada através de polimento, enquanto que na parte superior 
foram adicionadas ranhuras de modo a proporcionar maior adesão ao acrílico. Para prevenir 
a obstrução da cânula, foram confeccionados mandris de mesmo comprimento, que eram 
adaptados no interior da cânula após a cirurgia e removidos momentos antes do 
experimento. Um suporte para as cânulas foi feito a partir de dois tubos de aço com 
diâmetros diferentes, sendo o diâmetro do tubo mais fino semelhante ao diâmetro do lúmen 
das cânulas. Na luz do tubo maior inseriu-se o tubo mais fino, deixando uma sobra com 13 
mm de comprimento onde, no momento da cirurgia, foram adaptadas as cânulas de 13 mm. 
O suporte, por sua vez, ficava acoplado ao braço móvel do aparelho estereotáxico 
permitindo o posicionamento da cânula de acordo com as coordenadas estereotáxicas. 
 
 3.5: Cirurgia estereotáxica. 
Após a perda total dos reflexos realizou-se a tricotomia do campo cirúrgico e os 
animais foram adaptados ao aparelho estereotáxico (Stoelting Co, Wood Dale, IL, EUA). A 
assepsia foi feita com álcool iodado 1%, sendo em seguida injetado 0,1 ml de solução 
contendo lidocaína 3% e noradrenalina 1:50.000 (Probem Prod. Farm. Ltda., Catanduvas, 
SP) subcutaneamente na parte superior da cabeça. Depois de aproximadamente 30 s, com 
um bisturi, foi feito um corte com cerca de 1 cm de comprimento. O periósteo foi removido 
com tesoura, sendo o restante raspado com espátula e água oxigenada (10 vol). Com o 
auxílio de uma broca ortodôntica (n º 6) foram feitos dois furos na calota craniana e, nestes,  
fixados os parafusos. Em seguida, uma cânula de 13 mm previamente confeccionada foi 
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adaptada ao suporte no braço do estereotáxico e posicionada sobre o encontro das suturas 
sagital e lambdóide (bregma). As medidas foram aferidas e a elas adicionadas as 
coordenadas referentes às porções core (AP +1,7 mm, ML ± 1,8 mm e DV -6,0) ou shell 
(AP: +1.7 mm; ML: ±2.9 mm. DV: - 6.3 mm com um ângulo de 15 ° em relação ao plano 
sagital) do núcleo accumbens (Paxinos e Watson, 1997). Em cada experimento, metade das 
cânulas foi implantada do lado direito do cérebro e metade do lado esquerdo.  Após mover 
o braço para a nova posição, a área imediatamente abaixo da cânula foi demarcada e um 
novo orifício perfurado. Neste orifício foi introduzida a cânula, sendo em seguida 
adicionado acrílico odontológico (Dental VIPI Ltda., Pirassununga, SP) para fixá-la aos 
parafusos. Após a secagem do acrílico, a cânula foi desconectada do braço estereotáxico e o 
mandril adaptado. Os animais foram mantidos em local aquecido até recuperação da 
anestesia e, posteriormente, removidos para gaiolas específicas (3  4 ratos por gaiola). Lá 
permaneceram com água e comida ad libitum e acompanhamento diário durante sete dias, 
quando foi então realizado o experimento comportamental. 
 
 3.6: Teste do plano inclinado. 
O prejuízo motor foi avaliado no teste do plano inclinado (Arvola et al., 1958) 
segundo método proposto por Quntanilla e Tampier (2000). O aparato consiste em uma 
plataforma retangular móvel recoberta por uma grade metálica, que se inclina de zero a 90º 
durante 5 s em velocidade angular constante. O animal é colocado sobre a grade com o 
focinho voltado para a parte de cima. Uma parede de acrílico transparente evita que o 
animal saia da plataforma e permite ao experimentador mensurar o ângulo de queda do 
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animal (figura 3). Este ângulo é posteriormente transformado no índice de prejuízo motor 
(%) de acordo com a seguinte fórmula: 
Prejuízo motor (%) = Basal - a    x    100   
   Basal - α 
 
Onde:  a = ângulo de queda do animal no momento do teste. 
 α = ângulo de queda de um animal anestesiado (aproximadamente 36º). 
 Basal = ângulo de queda antes do teste (normalmente 90º). 
 
 
 
Figura 3: Teste do plano inclinado. O aparato consiste em uma grade metálica, que se inclina de zero a 90º 
em relação ao plano horizontal em 5 s. O ângulo de queda do animal foi aferido e transformado no índice de 
prejuízo motor. No exemplo acima está demonstrada a performance de um animal antes do experimento; 
observa-se que aos 90º de inclinação o animal permanece agarrado à grade metálica, indicando ausência de 
prejuízo motor (prejuízo motor = 0%).  
 
 3.7: Procedimentos experimentais 
 3.7.1: Experimento 1: efeito da naltrexona sobre a tolerância rápida ao etanol.  
Após verificar o desempenho basal no plano inclinado, os animais foram divididos 
em dez grupos e pré-tratados com injeção intraperitoneal de naltrexona nas doses de 0,1; 
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0,3; 0,6; 1 e 3 mg/kg ou salina (5 grupos controle). Após 20 min, cada grupo foi 
subdividido em dois e tratados com etanol (2,7 g/kg 20% p/v i.p.) ou salina (n = 8-10). O 
prejuízo motor foi avaliado no teste do plano inclinado aos 30, 45, 60 e 75 min após o 
tratamento. Depois de 24 h todos os ratos receberam apenas etanol (2,7 g/kg i.p.) e foram 
novamente avaliados no plano inclinado. Doses das drogas foram selecionadas de 
experimentos prévios em nosso laboratório (Wazlawik e Morato, 2002; 2003) e da 
literatura (Holter e Spanagel, 1999; Coonfield et al., 2002). 
 
 3.7.2: Experimento 2: efeito da co-administração de morfina e naltrexona sobre a 
tolerância rápida ao etanol.  
Ratos Wistar receberam injeção intraperitoneal de naltrexona (0,3 mg/kg) ou salina, 
seguida imediatamente pela injeção de morfina (0,3 mg/kg i.p.) ou salina. Após 20 min 
cada um dos quatro grupos foi subdividido em dois e tratados com etanol (2,7 g/kg 20% p/v 
i.p.) ou salina, totalizando 8 grupos (n = 10). O prejuízo motor foi avaliado no teste do 
plano inclinado aos 30, 45, 60 e 75 min após o tratamento. Depois de 24 h todos os ratos 
receberam apenas etanol (2,7 g/kg i.p.) e foram novamente avaliados no plano inclinado. 
 
 3.7.3: Experimento 3: efeito da administração de antagonistas opióides nas porções 
core e shell do núcleo accumbens. 
Após o período de recuperação da cirurgia, os animais foram avaliados no plano 
inclinado para verificar seu desempenho motor basal. Em seguida, foram divididos em dois 
grandes grupos, sendo o primeiro tratado com injeção intracerebral dos antagonistas 
opióides (naltrexona 5; 10 e 20 µg/0,3 µl, naltrindol 2 e 4 µg/0,5 µl, naloxonazina 2 e 4 
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µg/0,3 µl e nor-binaltorfimina 2,5 e 5 µg/0,3 µl) ou veículo (0,3 µl). Injetores de 14 mm 
confeccionados a partir de tubos inox com 0,3 mm de diâmetro foram introduzidos através 
das cânulas. As drogas foram administradas com o auxílio de uma microseringa (Hamilton 
Co, 5 µl, Reno, NV, EUA) conectada a uma bomba de infusão (Modelo BI-2200, Insight, 
Ribeirão Preto  SP) durante 1 min. A infusão foi monitorada pelo deslocamento de uma 
bolha de ar no tubo de polietileno. Após a administração, o injetor foi deixado no local 
durante 1 min de modo a garantir a completa difusão do veículo. Depois de 5 min (exceto 
para o grupo tratado com naloxonazina), os grupos foram subdivididos e tratados com 
etanol (2,7 g/kg 20 % p/v i.p.) ou salina (n = 8-10). Nos animais pré-tratados com 
naloxonazina o tratamento com etanol foi administrado 3 h após o pré-tratamento, 
minimizando o efeito da ligação deste antagonista nos receptores δ- e κ-opióides (Hahn et 
al., 1982; Tanda et al., 1997). O prejuízo motor foi avaliado no plano inclinado aos 30, 45, 
60 e 75 min após o tratamento. Depois de 24 h todos os ratos receberam apenas etanol (2,7 
g/kg i.p.) e foram novamente avaliados no plano inclinado. 
 
 3.8: Perfusão e histologia. 
Imediatamente após os experimentos, os animais foram anestesiados com 
Equitesin® e, através de uma agulha introduzida no ventrículo cardíaco esquerdo, 
perfundidos com solução de NaCl durante 10 min (aproximadamente 500 ml). Em seguida, 
foi infundida durante 5 min solução de formaldeído 4 % para fixar os órgãos. O ponto de 
injeção intracerebral foi marcado pela administração de 0,3 µl de azul de Evans através da 
cânula. Após a perfusão os cérebros foram removidos e pós-fixados em formaldeído 4 % 
durante 24 h. Transcorrida a pós-fixação, os cérebros foram transferidos para solução 
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contendo sacarose a 30 % durante 48 h (Cragg, 1980). Cortes coronais (50 µm) foram 
realizados em um micrótomo de congelamento (Sartorius-Werke, Goettingen, Alemanha), 
montados sobre lâminas de microscopia e imediatamente observados em um microscópio 
ótico para identificação do local marcado com azul de Evans. Para confecção das 
microfotografias, os cortes coronais foram feitos em um criostato (Leica Microsystems AG, 
Wetzlar, Alemanha), montados sobre lâminas de vidro para microscopia previamente 
gelatinizadas. Em seguida, as lâminas foram lavadas com água destilada e hidratadas 
durante 3 min em uma cuba contendo água destilada. Posteriormente, foram imersas em 
corante de Giemsa por 3 min e lavadas com água destilada. Em seguida, as lâminas foram 
imersas em água destilada por 1 min, álcool 70 % por 1 min, álcool 95 % por 1 min e três 
vezes imersas em álcool absoluto por 1 min. Posteriormente, as lâminas foram imersas em 
xilol por 5 min, este último procedimento foi repetido e então as lâminas foram cobertas 
com lamínulas e seladas com bálsamo do Canadá. Em seguida as lâminas coradas foram 
fotografadas em um microscópio ótico acoplado a sistema de captura de imagens (Olympus 
Co. modelo BX41, Melville, NY, EUA). Os cortes foram comparados com diagramas 
coronais obtidos do Atlas (Paxinos e Watson, 1997).  
 
 3.9: Análise estatística. 
Nos experimentos 1 e 3, os ângulos de queda coletados nos dias 1 e 2 foram 
avaliados por análise de variância (ANOVA) de duas vias, sendo o pré-tratamento e o 
tratamento as variáveis independentes, e o prejuízo motor nos dias 1 e 2 as variáveis 
dependentes. No experimento 2 foi realizada a ANOVA de três vias tendo como variáveis 
independentes o pré-tratamento 1 (naltrexona ou salina), pré-tratamento 2 (morfina ou 
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salina) e tratamento (etanol ou salina), e como variáveis dependentes o prejuízo motor  
obtido nos dias 1 e 2. A análise post-hoc foi feita com o teste de Newman-Keuls, com nível 
de significância fixado em 5%. O programa Statistica® para Windows 6.0 (Statsoft Inc., 
Tulsa, OK, EUA) foi utilizado na análise estatística. Os gráficos foram elaborados 
utilizando o programa Graph Pad Prism® 3.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). 
Para efeito de comparação com trabalhos anteriores, os dados experimentais estão 
apresentados como média do prejuízo motor ± erro padrão da média (EPM). 
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 4. RESULTADOS 
 A figura 4 representa o fenômeno da tolerância rápida ao etanol ao longo do tempo. 
Os resultados de dois grupos de 12 animais escolhidos ao acaso do experimento 1, e que 
não foram tratados com naltrexona, foram representados separadamente para demonstração 
da tolerância ao logo do tempo em cada sessão. No Dia 1 os animais foram tratados com 
salina ou etanol (2,7 g/kg 20% p/v i.p.) e testados no plano inclinado aos 30, 45, 60 e 75 
min após a injeção. O grupo que recebeu salina não apresentou prejuízo motor. O grupo 
tratado com etanol apresentou prejuízo motor máximo normalmente por volta dos 30 min, 
com recuperação gradual ao longo do tempo, sendo que aos 75 min a maior parte dos 
animais não mais apresentou prejuízo motor.  
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Figura 4: Tolerância rápida ao etanol ao longo do tempo. Pontos representam a média ± EPM do prejuízo 
motor (% em relação à linha de base) em grupos de 12 animais escolhidos aleatoriamente do experimento 1. 
No Dia 1 apenas os animais tratados com etanol apresentaram prejuízo motor. No Dia 2 todos receberam 
álcool, e os animais tratados com etanol no Dia 1 apresentaram redução no prejuízo motor mais evidente após 
30 min do tratamento, sugerindo desenvolvimento de tolerância rápida ao etanol. (*) p < 0,05 em relação ao 
controle em ANOVA seguida de teste de Newman-Keuls. 
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No Dia 2 todos os animais receberam a mesma dose de etanol (2,7 g/kg 20% p/v 
i.p.) e foram novamente testados. Neste dia, a tolerância ao álcool apresentou-se como uma 
redução do prejuízo motor nos animais tratados com etanol no Dia 1, que foi mais evidente 
após 30 min [F(1,22) = 8,571; p = 0,008, efeito do tratamento em ANOVA com medidas 
repetidas]. Os animais tratados com salina no Dia 1, por sua vez, apresentaram prejuízo 
motor elevado com gradual recuperação ao longo do tempo. 
Para facilitar a interpretação dos dados, considerou-se na análise estatística o 
prejuízo motor obtido 30 min após a injeção de álcool. Este parâmetro demonstrou 
confiabilidade e reprodutibilidade em uma série de experimentos prévios em nosso 
laboratório (Wazlawik e Morato, 2002; 2003; Wazlawik, 2003) e foi adotado nos 
experimentos seguintes, exceto quando explicitado. 
  
4.1: Efeito da injeção sistêmica de naltrexona na tolerância rápida ao etanol. 
A figura 5 ilustra o efeito da administração intraperitoneal de naltrexona na 
tolerância rápida ao etanol. No Dia 1 apenas os animais tratados com etanol apresentaram 
prejuízo motor significativo, demonstrado pela análise de variância do fator tratamento. A 
naltrexona per se não afetou a coordenação motora no Dia 1 na faixa de dose estudada (p > 
0,05 na análise de variância do pré-tratamento, ver tabela 1 em anexo).  
Ao receberem a segunda injeção de etanol no Dia 2, todos os grupos previamente 
tratados com SAL + etanol apresentaram redução no prejuízo motor (em torno de 40 %), 
que foi confirmada pela ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls (p < 0,05 em relação 
ao grupo controle), evidenciando tolerância aos efeitos do etanol. A naltrexona na dose de 
0,1 mg/kg (figura 5, painel A) não afetou o desenvolvimento de tolerância rápida ao etanol 
(ver tabela 1 em anexo). Nas doses de 0,3 e 0,6 mg/kg (painéis B e C) a análise de variância 
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detectou interação significativa entre o pré-tratamento e o tratamento [F(1,36) = 9,336; p = 
0,004 e F(1, 36) = 4,116;  p = 0,049, doses de 0,3 e 0,6 mg/kg respectivamente]. Foi 
observado prejuízo motor elevado nos animais tratados com naltrexona + etanol. A análise 
post hoc confirmou o bloqueio da tolerância nesses grupos. 
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Figura 5: Efeito da injeção de naltrexona i.p. na tolerância rápida ao etanol. Barras representam a média do 
prejuízo motor ± EPM (% em relação à linha de base) obtido 30 min após o tratamento (n = 10, exceto painel 
E, n = 7) nas doses de 0,1 (A), 0,3 (B), 0,6 (C), 1,0 (D) e 3,0 mg/kg (E) de naltrexona. (*) = p < 0,05 em 
relação ao controle (ANOVA seguida de teste de Newman-Keuls). Em destaque: resumo dos resultados 
obtidos no Dia 2 em relação à dose de naltrexona. Cada ponto representa a média ± EPM do prejuízo motor 
obtido 30 min após o tratamento com diferentes doses de NTX. (*) = p < 0,05 em ANOVA seguida de 
Newman-Keuls. 
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 As doses mais altas de naltrexona (1 e 3 mg/kg i.p.), representadas nos painéis D e E 
da figura 5, não bloquearam o desenvolvimento de tolerância rápida ao etanol (tabela 1). 
No Dia 2, entretanto, o grupo previamente tratado com NTX 3 mg/kg + SAL apresentou 
redução no prejuízo motor [F(1, 24) = 20,144; p > 0,001, efeito do pré-tratamento]. 
 Para verificar se a naltrexona interferiu com a tolerância rápida ao etanol ao longo 
do tempo foi realizada a análise estatística aos 30, 45, 60 e 75 min nos dias 1 e 2 para as 
doses de 0,3 e 0,6 mg/kg i.p. (figura 6). Como esperado, o efeito da naltrexona sobre a 
tolerância ao álcool só foi evidente aos 30 min (p < 0,05), sendo que nos demais tempos 
não foram detectadas diferenças significativas entre os grupos. 
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Figura 6: Efeito da naltrexona sobre a tolerância rápida ao longo do tempo. Pontos representam a média ± 
EPM do prejuízo motor (% em relação à linha de base) obtido em diferentes tempos após o tratamento em 
grupos de 10 animais nas doses de 0,3 (painel A) e 0,6 mg/kg (painel B). (*) p < 0,05 em relação ao 
respectivo controle em ANOVA seguida de teste de Newman-Keuls. 
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 4.2: Efeito da co-administração sistêmica de naltrexona e morfina na tolerância 
rápida ao etanol. 
 A figura 7 representa os resultados obtidos com a co-administração i.p. de morfina e 
naltrexona. No Dia 1 apenas os animais que receberam etanol apresentaram prejuízo motor 
elevado [F(1, 72) = 642,7499; p < 0,001]. A administração de naltrexona provocou um 
ligeiro, porém significativo, aumento no prejuízo motor provocado pelo etanol, observado 
na interação entre os tratamentos com naltrexona e etanol na análise de variância [F (1,72)= 
4,492 p = 0,037]. Apesar disso, nem a naltrexona, nem a morfina tiveram efeito per se no 
Dia 1 (tabela 2 em anexo).  
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Figura 7: Efeito da co-administração de naltrexona (0,3 mg/kg) e morfina (0,3 mg/kg) na tolerância rápida 
ao etanol. Barras representam a média do prejuízo motor ± EPM obtido 30 min após o tratamento (% em 
relação à linha de base) em grupos de 10 animais. Barras claras referem-se aos animais tratados com salina no 
Dia 1, barras escuras referem-se aos animais tratados com etanol. A presença ou ausência de NTX ou MOR 
está assinalada sob cada barra: (+) presença; (-) ausência. (*) p < 0,05 em relação ao respectivo controle em 
ANOVA seguida de Newman-Keuls. 
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No Dia 2, confirmando os resultados anteriores, a administração prévia de 
naltrexona (0,3 mg/kg i.p.) bloqueou o desenvolvimento da tolerância rápida ao etanol [F(1, 
72) = 4,247; p = 0,042, interação naltrexona versus etanol]. A co-administração de morfina 
preveniu o efeito da naltrexona na tolerância rápida ao etanol observada pela ausência de 
interação entre os pré-tratamentos e o tratamento [F(1, 72) = 2,176; p = 0,144; interação 
naltrexona x morfina x etanol, ver tabela 2]. Além disso, a morfina nesta dose mostrou-se 
incapaz de interferir com o desenvolvimento de tolerância rápida ao etanol, quando 
administrada isoladamente (p > 0,05 em relação ao controle; teste de Newman-Keuls). 
 
 4.3: Efeito dos antagonistas opióides seletivos administrados nas porções core ou 
shell do núcleo accumbens sobre a tolerância rápida ao etanol. 
 As figuras 8 a 12 representam os resultados obtidos com a administração dos 
antagonistas opióides nas porções core ou shell do núcleo accumbens. Em todos os 
experimentos as administrações intracerebrais do veículo ou dos antagonistas (exceto nor-
binaltorfimina na dose de 5 µg na porção core, que será comentada adiante) não afetaram o 
prejuízo motor no Dia 1, sendo observado neste dia apenas o prejuízo motor causado pelo 
etanol (valores de F e p encontram-se nas tabelas 1 e 3 em anexo). Da mesma forma como 
ocorrido nos experimentos em que as drogas foram administradas por via i.p., os animais 
tratados com veículo + etanol apresentaram redução no prejuízo motor em relação ao 
controle no Dia 2, evidenciando o desenvolvimento da tolerância rápida ao etanol. A 
microinjeção dos antagonistas, no entanto, provocou efeitos diferenciados que serão 
detalhados a seguir. 
A microinjeção de naltrexona na porção shell do núcleo accumbens (figura 8) nas 
doses de 10 e 20 µg preveniu o desenvolvimento de tolerância ao etanol, como demonstrou 
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a análise de variância [F(1, 32) = 4,556; p = 0,040 e F (1, 34) = 5,757; p = 0,022, interação pré-
tratamento versus tratamento nas doses de 10 e 20 µg respectivamente].  
Na porção core (figura 9) os resultados mostraram um efeito da naltrexona 
semelhante ao obtido na shell. No entanto, houve bloqueio estatisticamente significante da 
tolerância apenas com a microinjeção de 20 µg de naltrexona [F(1, 33) = 7,219; p = 0,011, 
interação pré-tratamento versus tratamento]. 
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Figura 8: Efeito da microinjeção de naltrexona (NTX) na porção shell do núcleo accumbens sobre a 
tolerância rápida ao etanol. Barras representam a média ± EPM do prejuízo motor (% em relação à linha da 
base) obtido 30 min após o tratamento (n = 8-10) nas doses de 5 (A), 10 (B) e 20 µg (C). (*) = p < 0,05 em 
relação ao controle em ANOVA seguida de Newman-Keuls. Em destaque: resumo dos resultados obtidos no 
Dia 2 em relação à dose de naltrexona. Cada ponto representa a média ± EPM do prejuízo motor obtido 30 
min após o tratamento com diferentes doses de NTX. (*) = p < 0,05 em ANOVA seguida de Newman-Keuls. 
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Figura 9: Efeito da microinjeção de naltrexona (NTX) na porção core do núcleo accumbens sobre a 
tolerância rápida ao etanol. Barras representam a média ± EPM do prejuízo motor (% em relação à linha da 
base) obtido 30 min após o tratamento (n = 8-10) nas doses de 5 (A), 10 (B) e 20 µg (C). (*) = p < 0,05 em 
relação ao controle em ANOVA seguida de Newman-Keuls. Em destaque: resumo dos resultados obtidos no 
Dia 2 em relação à dose de naltrexona. Cada ponto representa a média ± EPM do prejuízo motor obtido 30 
min após o tratamento com diferentes doses de NTX. (*) = p < 0,05 em ANOVA seguida de Newman-Keuls. 
 
Os efeitos da administração de naloxonazina, antagonista do receptor µ-opióide, nas 
porções shell e core do núcleo accumbens está representado na figura 10. No Dia 2, 
observa-se que os grupos tratados no Dia 1 com naloxonazina na dose de 4 µg, tanto na 
porção shell quanto na porção core, apresentaram prejuízo motor semelhante ao dos grupos 
tratados com veículo nessas estruturas, sugerindo o bloqueio da tolerância rápida ao etanol 
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[F(1, 36) = 4,854; p = 0,038 para shell e F(1, 36) = 4,658; p = 0,038 para core, interação do pré-
tratamento versus tratamento].  
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Figura 10: Efeito da microinjeção do antagonista µ-opióide naloxonazina (NLZ) nas porções shell (painéis A 
e B) ou core (painéis C e D) do núcleo accumbens sobre a tolerância rápida ao etanol. Barras representam a 
média ± EPM do prejuízo motor (% em relação à linha de base) obtido 30 min após o tratamento (n = 10) nas 
doses de 2 (A e C) ou 4 µg (B e D). (*) = p < 0,05 em relação ao controle em ANOVA seguida de Newman-
Keuls.  
 
O efeito da administração do naltrindol, antagonista do receptor δ-opióide, nas 
porções shell ou core do núcleo accumbens está representado na figura 11. Os grupos 
tratados com naltrindol em ambas as porções do núcleo accumbens e etanol por via 
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sistêmica, ao serem testados no Dia 2, apresentaram prejuízo motor semelhante ao dos 
grupos tratados com veículo e etanol (para valores de F e p ver tabela 3 em anexo). Assim, 
nas doses empregadas, o naltrindol não afetou o desenvolvimento da tolerância rápida, que 
pode ser confirmada após análise post hoc como redução do prejuízo motor no Dia 2 (p < 
0,05 em relação ao controle no teste de Newman-Keuls).  
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Figura 11: Efeito da microinjeção do antagonista δ-opióide naltrindol (NTD) nas porções shell (painéis A e 
B) ou core (painéis C e D) do núcleo accumbens sobre a tolerância rápida ao etanol. Barras representam a 
média ± EPM do prejuízo motor (% em relação à linha de base) obtido 30 min após o tratamento (n = 10) nas 
doses de 2 (A e C) ou 4 µg (B e D). (*) = p < 0,05 em relação ao controle em ANOVA seguida de Newman-
Keuls. 
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 A figura 12 representa os efeitos da nor-binaltorfimina, antagonista dos receptores 
κ-opióides, injetada nas porções shell ou core do núcleo accumbens. Os grupos tratados 
com nor-binaltorfimina na porção shell do núcleo accumbens (painéis A e B da figura 12) 
não apresentaram diferenças em relação aos grupos que receberam veículo no Dia 1 (ver 
tabela 3). Assim, não houve diferença entre os animais tratados com a droga ou veículo 
independentemente do fato de terem recebido etanol ou salina. Além disso, o antagonista 
nas doses de 2,5 e 5µg, não parece ter alterado o desenvolvimento de tolerância, observada 
no Dia 2 como uma redução no prejuízo motor nos grupos tratados previamente com etanol 
(p < 0,05 em relação ao controle, teste de Newman-Keuls).  
 Na porção core (painéis C e D da figura 12), a microinjeção de 2,5 µg de nor-
binaltorfimina não alterou o padrão de respostas em relação aos animais controles no Dia 1 
(ver tabela 3). No Dia 2 a análise de variância detectou efeito significativo do tratamento 
[F(1,34) = 5,169; p = 0,029], mas falhou em detectar interação significativa entre o pré-
tratamento versus tratamento [F(1,34) = 3,759, p = 0,061]. A dose de 5 µg de nor-
binaltorfimina afetou o desempenho dos animais no Dia 1, observado pelo efeito 
significativo do pré-tratamento com nor-binaltorfimina [F(1,36) = 8,902; p = 0,005], apesar 
disso, a análise de variância não detectou interação significativa entre o pré-tratamento e o 
tratamento no Dia 1 (ver tabela 3). No Dia 2 foi observada redução no prejuízo motor 
semelhante nos grupos tratados com nor-binaltorfimina + etanol, nor-binaltorfimina + 
salina e veículo + etanol, sugerindo que a tolerância rápida ao etanol se desenvolveu nestes 
três grupos [F(1,36) = 14,036; p < 0,001; interação do pré-tratamento versus tratamento]. 
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Figura 12: Efeito da microinjeção do antagonista κ-opióide nor-binaltorfimina (BNI) nas porções shell 
(painéis A e B) ou core (painéis C e D) do núcleo accumbens sobre a tolerância rápida ao etanol. Barras 
representam a média ± EPM do prejuízo motor (% em relação à linha de base) obtido 30 min após o 
tratamento (n = 10) nas doses de 2 (A e C) ou 4 µg (B e D). (*) = p < 0,05 em relação ao controle em 
ANOVA seguida de Newman-Keuls. 
  
 A análise estatística detalhada de todos os experimentos pode ser conferida nas 
tabelas 1 a 3 em anexo. A figura 13 representa os pontos de injeção verificados após a 
histologia dos cérebros. Ratos onde a cânula não foi implantada corretamente nas porções 
core ou shell do núcleo accumbens não foram incluídos na análise estatística. 
 
 
Participação dos receptores opióides do núcleo accumbens na tolerância rápida ao etanol em ratos 
4. Resultados 
 
 
 
Figura 13: Diagramas coronais representando o local das microinjeções nas porções core ou shell do núcleo 
accumbens. Devido à superposição dos pontos de injeção o número aqui representado é menor que o 
observado experimentalmente. A: microfotografia da injeção na porção core do accumbens. B: 
microfotografia da injeção na porção shell. LV: ventrículo lateral; Cpu: caudado putamen; aca: comissura 
anterior; mfba: medium forebrain bundle; AcbC: accumbens core; AcbSh: accumbens shell. (diagramas de 
Paxinos e Watson, 1997). 
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 5. DISCUSSÃO 
O estudo da tolerância ao álcool tem sido abordado de diversas maneiras, uma vez que 
este é um fenômeno complexo e que pode envolver mecanismos diferentes de acordo com o 
efeito observado. Pelo fato de ocorrerem alterações no metabolismo do álcool, muitos autores 
preocupam-se com o estudo dos fatores que levam à adaptação metabólica do organismo com 
relação a esta droga (Alderman et al., 1989; Lieber, 1999; 2004). Outros procuram estudar as 
mudanças relacionadas aos receptores onde esta droga atua, procurando justificar as alterações 
comportamentais decorrentes do uso crônico de álcool (Kalant, 1998: Fadda e Rossetti, 1998). 
Quanto ao período de desenvolvimento no qual estas alterações acontecem, como já mencionado, 
a tolerância ao álcool tem sido estudada após uma única exposição (aguda), após a segunda 
exposição (rápida) ou após várias exposições ao álcool (crônica). Embora atualmente não seja 
possível afirmar se o desenvolvimento de tolerância é um processo contínuo, vários trabalhos da 
literatura têm mostrado semelhanças entre estes três tipos de tolerância ao álcool, sugerindo que o 
desenvolvimento de tolerância rápida possa predizer características da tolerância crônica (Khanna 
et al., 1991; 1992). O paradigma da tolerância rápida empregado no presente estudo é 
conveniente porque os efeitos de drogas seletivas para determinados sistemas de 
neurotransmissores e/ou receptores podem ser estudados no segundo dia de teste.  
 Nos experimentos aqui mostrados, a injeção intraperitoneal de 2,7 g/kg de etanol induziu 
tolerância rápida ao etanol no Dia 2, confirmando estudos prévios em nosso laboratório 
(Wazlawik e Morato, 2002; 2003; Wazlawik, 2003). Após a administração de etanol, os animais 
mostraram um prejuízo motor elevado com recuperação gradual ao longo do tempo. A tolerância 
observada no Dia 2 foi mais evidente após 30 min, mas também pode ser detectada aos 45 min. 
No entanto, os valores obtidos aos 30 min apresentaram maior reprodutibilidade e confiabilidade 
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e por isso foram considerados em todos os experimentos. Embora a análise estatística tenha sido 
feita nos dados brutos (ângulos de queda), o índice de prejuízo motor no plano inclinado (em 
porcentagem) foi usado na representação gráfica dos resultados para efeito de comparação com 
os trabalhos anteriores desenvolvidos pelo nosso (Wazlawik e Morato, 2002; 2003) e outros 
laboratórios (Khanna et al., 1996; 1997; 1998; Quintanilla e Tampier, 2000).  
 A injeção sistêmica de naltrexona nas doses de 0,3 e 0,6 mg/kg prejudicou o 
desenvolvimento de tolerância rápida ao etanol, enquanto que nas doses de 0,1 e 1 mg/kg não 
foram observadas alterações significativas. Além disso, a co-administração de uma dose baixa de 
morfina (0,3 mg/kg), sem provocar prejuízo motor per se ou afetar a tolerância ao etanol, 
impediu o efeito da injeção de 0,3 mg/kg de naltrexona na tolerância ao álcool. Isto sugere que o 
efeito da naltrexona nas doses intermediárias usadas se deva à ligação específica aos receptores 
opióides. Por outro lado, o fato de somente as doses intermediárias de naltrexona terem 
produzido bloqueio claro da tolerância rápida ao etanol sugere que a curva dose-resposta da 
naltrexona seja uma curva em  forma de U invertido. O bloqueio da tolerância rápida ao etanol 
pela injeção sistêmica de naltrexona está de acordo com dados demonstrados por Quintanilla e 
Tampier (2000) para a tolerância aguda ao etanol em ratos UChB. Contudo, em outro estudo a 
administração de naloxona, outro antagonista opióide não-seletivo, não afetou a tolerância 
crônica ao etanol (Miceli et al., 1980). Diferenças metodológicas ou na faixa de doses escolhidas 
podem explicar, em parte, os resultados conflitantes encontrados nestes trabalhos. 
 A naltrexona poderia ter bloqueado a tolerância por produzir algum efeito na coordenação 
motora dos animais no Dia 1. Entretanto, isso parece improvável, já que a performance motora no 
plano inclinado dos animais tratados com naltrexona e seus respectivos controles foi semelhante. 
Outro aspecto que poderia contribuir para o bloqueio da tolerância seria um efeito da naltrexona 
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no metabolismo do álcool. No entanto, há dados da literatura mostrando que a concentração 
sanguínea de álcool não parece ser influenciada pelo pré-tratamento com naltrexona (Linseman e 
Le, 1997), sugerindo que o efeito da naltrexona na tolerância ao álcool não se deva a uma 
interação farmacocinética entre estas duas drogas. Embora no presente estudo não tenham sido 
dosados os níveis sanguíneos de álcool dos animais, outros estudos têm sugerido que a tolerância 
rápida se deve principalmente a fatores farmacodinâmicos (Khanna et al., 1991; Quertemont et 
al., 2003). 
 Por outro lado, um resultado não esperado foi observado nos grupos tratados com a dose 
mais alta de naltrexona (3,0 mg/kg i.p.), que mostraram um baixo prejuízo motor no Dia 2. Este 
efeito foi estatisticamente significante tanto nos animais tratados no Dia 1 com naltrexona + 
salina, quanto nos tratados com naltrexona + etanol (quando comparados com o grupo que 
recebeu veículo + salina). O fato do grupo tratado com naltrexona + salina ter apresentado 
reduzido prejuízo motor quando exposto ao álcool no Dia 2 poderia sugerir o desenvolvimento de 
tolerância cruzada entre naltrexona e álcool. Tal tolerância entre etanol e agonistas opióides, 
como a morfina, já foi mostrada em estudos anteriores (por exemplo: Khanna et al., 1979; Le et 
al., 1980; Brick e Horowitz, 1983; Jorgensen et al., 1986), mas apesar da naltrexona ter mostrado 
atividade agonista in vitro, isto só acontece em concentrações muito elevadas, incompatíveis com 
concentrações alcançadas in vivo (Vizi et al., 1976). Ainda, o surgimento de tolerância cruzada 
não pode ser explicado por um efeito da naltrexona per se na coordenação motora, como é 
observado com a maioria das drogas que produzem tolerância cruzada com o etanol (para alguns 
exemplos ver: Khanna et al., 1992; Neznanova et al., 2000; da Silva et al., 2001), pois não houve 
prejuízo motor nos grupos tratados com naltrexona no Dia 1. Um possível mecanismo para este 
resultado talvez seja a facilitação da expressão da denominada tolerância por uma exposição (one 
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trial tolerance, ver File et al., 1990; Dawson et al., 1994; Bertoglio e Carobrez, 2002), observada 
pela diminuição do efeito de uma droga após exposição prévia somente ao modelo experimental. 
Além disso, em estudos utilizando antagonistas seletivos para os receptores opióides foram 
observadas discrepâncias entre os efeitos do bloqueio dos receptores µ- e δ- opióides e o 
antagonismo do receptor κ-opióide (Honkanen et al., 1996; Lindholm et al., 2001; Ciccocioppo 
et al., 2002). Como mencionado anteriormente, a localização do receptor κ-opióide é 
predominantemente pré-sináptica e sua ativação produz efeitos geralmente antagônicos aos 
efeitos da ativação dos receptores µ- e δ- opióides (McFadzean et al., 1987; Hjelmstad e Fields, 
2001; para uma revisão ver Bodnar e Klein, 2004). Como a naltrexona é um antagonista não-
seletivo, mas com maior afinidade para os sub-tipos de receptores opióides µ- e κ- e menor para o 
subtipo δ- (Gutstein e Akil, 2001) é possível que a diferença do efeito da naltrexona nas diversas 
doses aqui observada deva-se à ligação diferenciada da naltrexona nesses subtipos de receptores. 
 Um dado relevante deste estudo foi que diferentes doses de naltrexona microinjetadas nas 
porções core ou shell do núcleo accumbens bloquearam o desenvolvimento de tolerância rápida 
ao etanol. Quando injetada na porção core do accumbens apenas a dose de 20 µg de naltrexona 
promoveu bloqueio significante da tolerância ao etanol, enquanto que, quando injetada na porção 
shell, o bloqueio significante foi observado nas doses de 10 e 20 µg. Isso poderia sugerir que a 
porção shell é mais sensível aos efeitos da naltrexona. No entanto, observando as curvas, nota-se 
que os resultados obtidos nas duas porções do núcleo accumbens são semelhantes e que talvez as 
diferenças tenham sido observadas porque cada dose foi analisada em separado, não tendo sido 
feitas comparações entre as mesmas. Estudos recentes enfocando a ação diferenciada das drogas 
de abuso nas porções core ou shell do núcleo accumbens demonstraram que a porção shell parece 
estar mais envolvida com as fases iniciais do consumo e do comportamento de busca por estas 
Participação dos receptores opióides do núcleo accumbens na tolerância rápida ao etanol em ratos 
5. Discussão 
 
substâncias, enquanto que a porção core aparentemente desempenha um papel mais importante 
nos processos de condicionamento associados ao comportamento de consumo de drogas (Ito et 
al., 2000; 2004). Com relação ao álcool, especificamente, apesar de diversos estudos 
demonstrarem alterações predominantemente na porção shell (para uma revisão ver Di Chiara, 
2002; Gonzales et al., 2004) os efeitos podem variar de acordo com a metodologia empregada e o 
momento da coleta dos dados. Por exemplo, a administração intragástrica de etanol mostrou 
ativar igualmente o sistema opióide nas porções core e shell em uma linhagem de ratos 
selecionada pela alta preferência ao etanol (Li et al., 1998), embora o consumo oral voluntário de 
etanol promova aumento localizado no metabolismo de glicose na porção shell, mas não na 
porção core (Porrino et al., 1998). Desta forma não surpreende que os efeitos da microinjeção de 
naltrexona nas porções core ou shell do núcleo accumbens sobre a tolerância ao etanol tenham 
sido similares. Mesmo assim, a hipótese de que a droga tenha se difundido a partir do local de 
infusão para estruturas adjacentes não pode ser completamente descartada. 
Para identificar qual(is) subtipo(s) de receptores opióides estaria(m) envolvido(s) no 
bloqueio da tolerância pelo antagonista opióide, nos experimentos subseqüentes empregaram-se 
antagonistas seletivos para os receptores µ-, δ- e κ-opióides, naloxonazina, naltrindol e nor-
binaltorfimina, respectivamente (Hahn et al., 1982; Portoghese et al., 1987; 1988). Esses 
experimentos mostraram resultados diversos. A naloxonazina, antagonista µ-opióide, 
microinjetada na dose de 4 µg, tanto na porção shell como na porção core, bloqueou o 
desenvolvimento de tolerância ao álcool, sugerindo que pelo menos parte do bloqueio da 
tolerância rápida pela naltrexona é devida ao bloqueio de receptores do tipo µ-opióide no núcleo 
accumbens.  
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 A microinjeção do antagonista κ-opióide nor-binaltorfimina na porção core, por sua vez, 
promoveu efeitos diferenciados. Na dose mais baixa (2,5 µg) houve tendência ao bloqueio da 
tolerância rápida ao etanol (interação do tratamento versus pré-tratamento: p = 0.06%), enquanto 
que na dose mais alta observou-se redução no prejuízo motor do grupo tratado com nor-
binaltorfimina + salina, um efeito semelhante àquele observado com naltrexona administrada por 
via sistêmica na dose maior, sugerindo uma facilitação do fenômeno de tolerância por uma 
exposição. A nor-binaltorfimina na dose de 5 µg na porção core promoveu ainda um efeito per se 
no Dia 1. Uma possível explicação para o efeito diferenciado da nor-binaltorfimina seria a 
localização pré-sináptica do receptor κ-opióide no núcleo accumbens (McFadzean et al., 1987; 
Hjelmstad e Fields, 2001). A microinjeção de nor-binaltorfimina na porção shell do núcleo 
accumbens não afetou o desenvolvimento da tolerância rápida ao etanol, sugerindo que os 
receptores κ-opióides presentes nesta estrutura não desempenhem um papel relevante na 
modulação da tolerância. 
A microinjeção do antagonista δ-opióide naltrindol nas duas porções do núcleo 
accumbens não apresentou qualquer efeito significativo na tolerância, pelo menos nas doses aqui 
empregadas, sugerindo que este subtipo de receptor opióide não contribua para o bloqueio da 
tolerância produzido pela naltrexona.  
 Os resultados deste estudo sugerem que o sistema opióide, em particular através de 
receptores do tipo µ, tem fisiologicamente um papel modulador positivo no desenvolvimento da 
tolerância rápida ao etanol, já que seu bloqueio prejudica o desenvolvimento da tolerância, efeito 
que é revertido por um agonista opióide. No entanto, com estes resultados, não podemos 
responder ainda como se dá esta modulação. Uma possibilidade seria a interação que o sistema 
opióide tem com o sistema dopaminérgico na via mesolímbica.  Como mencionado na 
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introdução, a presença de receptores dos subtipos µ-, δ- e κ-opióides e de peptídeos opióides no 
núcleo accumbens é bem documentada (Wamsley et al., 1980; George et al., 1994; Turchan et 
al., 1999; Meshul e McGinty, 2000). A ativação dos receptores µ- (Spanagel et al., 1990; 
Yoshida et al., 1999; Piepponen et al., 1999) e δ-opióides (Longoni et al., 1991; Pentney e 
Gratton 1991; Svingos et al., 1999) promove um aumento da concentração extracelular de 
dopamina, enquanto que a estimulação dos receptores κ-opióides resulta em redução na liberação 
de dopamina (Spanagel et al., 1990; Marinelli et al., 1998). A administração de etanol leva ao 
aumento de opióides endógenos no núcleo accumbens (Olive et al., 2001) que, por sua vez, pode 
modular a liberação de dopamina. A naltrexona e antagonistas opióides atenuam o aumento da 
dopamina no núcleo accumbens após a injeção sistêmica ou local de etanol (Acquas et al., 1993; 
Benjamin et al., 1993; Gonzales e Weiss 1998), um mecanismo proposto para a supressão do 
consumo de etanol pela naltrexona (Gonzales e Weiss, 1998). Assim, é possível que o bloqueio 
da tolerância pelo antagonista seletivo do tipo µ- tenha relação como bloqueio indireto da 
liberação de dopamina. Já os efeitos do antagonismo dos receptores do tipo κ- na tolerância são 
mais difíceis de interpretar devido à localização predominantemente pré-sináptica e possível 
aumento da liberação dopamina decorrente do bloqueio deste subtipo. 
 A atividade do núcleo accumbens em processar o reforço promovido por drogas de abuso 
ou reforçadores naturais parece envolver um componente associativo importante (Di Chiara, 
2002). A apresentação de um reforçador altera a taxa de disparo de neurônios da área tegmentar 
ventral, resultando no aumento da concentração extracelular de dopamina no núcleo accumbens 
(Yun et al., 2004). Após algum treino, a apresentação de um estímulo condicionado ao reforçador 
(por exemplo: uma lâmpada que acende momentos antes da apresentação do reforço) é suficiente 
para aumentar a taxa de disparo destes neurônios (Schultz et al., 1997). O aumento transitório de 
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dopamina no núcleo accumbens pode sinalizar a presença do reforçador no ambiente e levar o 
animal a um estado de alerta onde o processo de aprendizado e a evocação de comportamentos 
direcionados à procura do reforçador estariam facilitados (Gonzales et al., 2004). Outros estudos 
demonstraram que a atividade dopaminérgica na porção shell  do núcleo accumbens é aumentada 
durante a aquisição do comportamento pavloviano (Phillips et al., 2003) e que uma estreita 
relação entre os sistemas dopaminérgico e NMDA pode existir no núcleo accumbens em 
processos de aprendizado (Di Ciano et al., 2001; Giertler et al., 2003). 
 Do ponto de vista evolutivo, a facilitação do aprendizado decorrente da apresentação de 
um reforçador natural (por ex: comida, parceiro sexual) permitiria ao animal uma melhor 
performance no momento em que o reforçador estivesse novamente presente. Em estudo recente, 
Roitman e colaboradores (2005) mostraram que neurônios do núcleo accumbens respondem de 
modo diferenciado a estímulos aversivos ou reforçadores não condicionados, desencadeando 
respostas motoras distintas, e que estes neurônios são capazes de responder a estímulos pareados 
com o estímulo não-condicionado. Além disso, o papel do núcleo accumbens no aprendizado de 
tarefas motoras não-declarativas e no condicionamento pavloviano é interessante, haja vista que 
nas últimas três décadas diversos estudos têm sugerido a participação do aprendizado no 
desenvolvimento de tolerância ao álcool, alterando deste modo seu conceito clássico (Chen et al., 
1968; LeBlanc et al., 1975; Holloway et al., 1989; Kalant, 1998; Larson e Siegel, 1998). Foi 
demonstrado que estímulos condicionados ao ambiente desempenham um papel importante na 
tolerância ao etanol (Melchior e Tabakoff, 1981; Tiffany et al., 1987; Le et al., 1987) e que a 
prática intoxicada também exerce papel facilitador na aquisição de tolerância à incoordenação 
motora provocada pelo etanol (Mansfield et al., 1983; Vogel-Sprott et al., 1984; Mayfield et al., 
1992; Khanna et al., 1996). A tolerância pode ainda ser bloqueada por drogas que prejudicam o 
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aprendizado, por exemplo antagonistas do receptor NMDA para o glutamato (Wu et al., 1993; 
Khanna et al., 1998; Zaleski et al., 2001; Wazlawik e Morato, 2003) e aumentada por drogas que 
facilitam o aprendizado (Khanna et al., 1995).  
 A importância do receptor NMDA nos processos de plasticidade sináptica e aprendizado 
já é bem conhecida (para uma revisão recente ver Perez-Otano e Ehlers, 2004). Apesar do fato 
dos receptores NMDA serem inibidos após a administração aguda de etanol (Dar, 2002; Krystal 
et al., 2003) e da importância deste receptor nos processos de aprendizado, a ação do álcool no 
receptor NMDA não bloqueia o desenvolvimento de tolerância, levando a um paradoxo 
interessante (Fadda e Rossetti, 1998). Uma possível solução para este paradoxo foi demonstrada 
por Maldve e colaboradores (2002). Em um estudo utilizando fatias do núcleo accumbens de 
ratos, estes autores observaram que a liberação de dopamina após a administração de etanol e a 
consequente ativação do receptor D1, desencadeia uma cascata de fosforilação, via DARPP-32, 
que altera o receptor NMDA de uma conformação sensível ao etanol para outra insensível 
(Maldve et al., 2002). Deste modo, a perda da sensibilidade do receptor NMDA ao etanol na 
célula alvo poderia permitir a atividade deste receptor no processo de plasticidade sináptica 
necessária ao desenvolvimento de tolerância (Lovinger, 2002). Como os antagonistas opióides 
reduzem indiretamente a liberação de dopamina (Herz, 1997; Bodnar 2003) a alteração de 
sensibilidade do receptor NMDA acima mencionada poderia ser reduzida indiretamente com a 
administração de naltrexona. Além disso, foi recentemente demonstrado o bloqueio da tolerância 
rápida ao etanol em camundongos pelo tratamento intraperitoneal com o antagonista D1 
SCH23390 (Batista et al., 2005).  Portanto, faz sentido supor que o bloqueio da tolerância pela 
injeção intra-accumbens de naltrexona ou naloxonazina seja conseqüência da interferência na 
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delicada relação entre opióides endógenos, dopamina e NMDA presente no núcleo accumbens. 
Todavia, estudos mais aprofundados serão necessários para consolidar esta hipótese.  
 Há que se considerar ainda outros sistemas de neurotransmissão. Como mencionado 
anteriormente, cerca de 90 % dos neurônios que compõem o núcleo accumbens são gabaérgicos. 
A sensibilidade destes neurônios se dá de forma diferenciada em ratos tolerantes e não-tolerantes 
ao etanol, sendo a inibição promovida pelo etanol menor nos animais tolerantes (Piepponen et al., 
2002) e sujeita a modificadação após exposições repetidas (Nie et al., 2000). Além disso, o efeito 
discriminativo do etanol é mediado em parte por receptores GABAA, e a administração intra-
accumbens de um agonista deste receptor substitui por completo a administração de etanol em 
um procedimento operante (Hodge e Cox, 1998; Besheer et al., 2003). As possíveis interações 
entre os sistemas gabaérgico e opióide no desenvolvimento de tolerância ao álcool ainda carecem 
de estudos mais aprofundados.  
 Tomados em conjunto, nossos resultados permitem sugerir um maior envolvimento dos 
receptores µ-opióides no bloqueio da tolerância ao álcool. Os antagonistas usados neste estudo 
bloquearam a tolerância rápida quando injetados antes da prática intoxicada no Dia 1. Estudos 
anteriores demonstram que drogas eficazes no bloqueio da tolerância rápida quando injetadas 
apenas no Dia 1 ou nos Dias 1 e 2, foram ineficazes quando injetadas somente no Dia 2 (Khanna 
et al., 1995; Barreto, 1997). Isto sugere que o aprendizado dependente de estado não seja 
fundamental no desenvolvimento da tolerância rápida. Portanto, apesar da hipótese do 
aprendizado dependente de estado não poder ser descartada com este protocolo, é provável que o 
bloqueio da tolerância seja conseqüência da interferência nos mecanismos que ocorrem durante a 
prática intoxicada no Dia 1. Além disso, as doses de naltrexona utilizadas estão de acordo com 
experimentos nos quais se observou uma redução no consumo de etanol e na concentração 
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extracelular de dopamina no núcleo accumbens (Gonzales e Weiss, 1998; Coonfield et al., 2002) 
e, embora alguns estudos indiquem diferenças significativas entre as porções core e shell na 
modulação do comportamento de consumo do etanol (Zahm, 2000; Di Chiara, 2002), apenas o 
receptor  κ-opióide mostrou diferença entre as porções core e shell na modulação da tolerância.  
 Apesar do bloqueio da tolerância ao álcool pela injeção de antagonistas opióides em doses 
que influenciam no comportamento de consumo de etanol, bem como a participação do núcleo 
accumbens, uma estrutura importante no abuso do álcool, ter sido demonstrada, estudos mais 
aprofundados são necessários para uma maior compreensão das relações entre o fenômeno da 
tolerância e o consumo elevado de etanol. 
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• A injeção sistêmica de naltrexona bloqueou o desenvolvimento da tolerância rápida à 
incoordenação motora provocada por etanol em ratos; efeito que foi revertido pela co-
administração de morfina. 
• A administração intra-accumbens de naltrexona bloqueou a tolerância rápida ao etanol de 
modo semelhante ao observado com a injeção sistêmica. Não foram detectadas diferenças 
entre as porções core e shell no efeito da naltrexona na tolerância ao álcool. 
• O antagonista µ-opióide naloxonazina microinjetado nas porções core ou shell do núcleo 
accumbens bloqueou o desenvolvimento de tolerância rápida ao etanol. 
• O antagonista δ-opióide naltrindol microinjetado nas porções core ou shell do núcleo 
accumbens não afetou o desenvolvimento da tolerância rápida ao etanol. 
• O antagonista κ-opióide nor-binaltorfimina microinjetado na porção shell do núcleo 
accumbens não afetou o desenvolvimento de tolerância rápida ao etanol, entretanto, a 
microinjeção na porção core pode ter facilitado o comportamento de tolerância por uma 
exposição ou tolerância cruzada. 
• Os resultados sugerem que o efeito da naltrexona microinjetada no núcleo accumbens 
sobre a tolerância rápida ao etanol deva-se predominantemente ao antagonismo dos 
receptores µ-opióides. 
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Tabela 4: Critérios do DSM-IV. 
 
Critérios do DSM-IV-RT para diagnóstico da síndrome de dependência de substância
• Tolerância (observada pela necessidade de consumir doses maiores para obtenção do efeito 
desejado). 
• Abstinência (definida por uma série de sintomas desagradáveis quando a substância não é 
consumida). 
• A substância é freqüentemente consumida em maiores quantidades ou por um período mais longo 
do que o pretendido. 
• Existe um desejo persistente ou esforços mal-sucedidos no sentido de reduzir ou controlar o uso da 
substância.  
• Muito tempo é gasto em atividades necessárias para a obtenção da substância, na utilização, ou na 
recuperação de seus efeitos. 
• O uso da substância continua, apesar da consciência de ter um problema físico ou psicológico 
persistente ou recorrente que tende a ser causado ou exacerbado pela substância. 
 
 
